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論 文 内 容 要 旨
緒言
電離放射線 によって生 じたフリーラジカルは主にDNAの 二本鎖切断(DSB)を引 き起こ
し、遺伝情報の安定性 に最 も脅威 を与 える損傷 となる。体細胞に生 じたDSBは 、その程度
が比較的弱い場合、姉妹染色分体 を利用 した相同組換 え修復機構や末端再結合 による非相
同組換えによって修復がなされる。一方、有性生殖 を行 う生物の配偶子形成 における減数
第一分裂過程では、倍加 した相同染色体間で対合が形成 され、DSBを開始反応 とした相同
染色体間での遺伝子組換 えが高頻度に起こることが知 られている。減数分裂時のDSBは ト
ポイソメラーゼ様遺伝子、班)011によって導入される。その後、DSBは相同組換 えの要の
相同的対合反応 により、DNA鎖が交換 され組換えが成立する。この反応 は、大腸菌では組
換 え修復 にかかわるzθ副 遺伝子によって触媒 される。真核生物においては、体細胞におけ
るDNA損 傷の組換 え修復 と減数分裂時の相同組換 えの両方で機能する 況4刀51タイプと、
減数分裂時の相同組換え特異的に機能 している 班01茄 忽15タ イプとの2種 類のzθ副 様
遺伝子が存在することが明 らかにされて きた。また、相同染色体の対合に始 まるシナプ ト
ネマ構造の形成、それ に引 き続 くキアズマの形成 といった染色体 ダイナ ミクスは減数分裂
に特徴的な現象であ り、種 を超えて保存 されている。
モデル生物の一つである線虫 磁 θ刀o酌ヨわ必飴 θノθ騨ηθの成虫は、生殖腺が大 きく発達 し
てお り、多数の配偶子 を形成 し、特 に卵母細胞の形成過程においてはさまざまなステージ
の細胞が1つ の生殖腺 内に存在するため、減数分裂 を含めた配偶子形成過程の染色体 ダイ
ナ ミクスの観察が しやすい という利点がある。また、近年、RNAin七erfbrenceなどの逆遺
伝学的手法 を用いた遺伝子の機能解析が行 えるようになったこと、さらに全ゲノムの塩基
配列が決定 され興味 のある遺伝子 をデー タベースか ら自由に検索することがで きるように
なったことなどから、0θ ノθ解刀5は減数分裂に関わる遺伝子群の機能解析 を進める上で も
格好の実験材料の1つ であると考 えられる。
そこで、本研究では、減数分裂時の相同組換 えにかかわる遺伝子,特 に1θ副 様遺伝子の
発現 と機能、ならびに染色体 ダイナ ミクス との関連性 を細胞学的解析 により明 らかにする
こと、 また、減数分裂過程の生殖細胞における放射線障害の影響 と相同組換 え酵素の発現
についての解明を行い、以下の知見を得た。
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第一章 配偶子形成過程 における組換え酵素の発現 と染色体 ダイナミクス
1、0θ1ε即 η8に お け るrθα1様 遺伝 子 、
0醇 砒 ・1の構 造 と発 現解 析
σ θノ解 η5のrθ副 様遺伝 子 を、 これ まで に
報 告 されて い る酵母 やマ ウス、植 物のrθα4様
遺 伝子 の相 同性 か ら予 測 し合 成 した01igoプラ
イマ ー を用 いたRT・PCRcloning法、な らび に
線 虫 ゲ ノムデ ー タベ ー ス解 析 か ら検索 す る方
法 に よ り、 そのcDNA塩 基 配列 を決定 した。












せ ず、酵 母や哺 乳類 のR4刀51と50～60%、 刀MOヱ艦Z:M15と約50%の 相 同性 を示 した こ
とか ら丑4刀51タイプ と 」囲40ヱ泌刀吻5タ イプの 中間型で ある こ とがわ か り、0θ割茄ヲ(0
4岬 、η5旦4刀5!ヨ刀ゴ∠2螂 ヱ、Z、膨15homologユ)と名づ けた(図1)。
RT-PCRによる発現 解析 か ら、0θrr励一1mRNAの発現 は生殖腺 の有無 と密接 に関係 して
い るこ と(図2)、 加5加hybridizationから、パ キ テ ン期 以降 の減数 分裂細胞 で強 く発 現
す る こ とを確認 した(図4)。 一方 、初期胚発 生 で も本遺伝 子が発 現 してい たが、 γ線処 理
に よるDNA損 傷時 の発 現誘 導 はほ とん ど認 め られ なか った(図2、3)。 よって、α彫励 一1
が構 造的 に も発現 部位 的 に も況4刀51タイプ と 刀㎜ ヱ茄 刀匠15タイプの両 特徴 を備 えている
rθ必 様 遺伝子 で ある こ とが強 く示唆 された。
迦
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図2各 生育ステージにおける(必アdかノmRNAの
発現解析
同 調培 養 に よ り卵 、L1、L2、L3、L4、adultと、
各 ステ ー ジ まで生 育 させ た 虫 か らtotalRNAを抽
出 し、RT・PCRに よ り発 現 解 析 を行 った 。 コ ン ト
ロー ル と して卵 か ら成虫 ま で常 に 発 現 す る こ とが
知 られ て い る ア クチ ン遺伝 子 ヨoかム お よ び25℃ で
生 育 させ る と生殖 腺 を形 成 しな くなる ⑳ 一4ミュ
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図3γ 線処理による発現誘導解析
`」oCoを線 源 に して20kradのγ線 を線 虫(mixedス
テ ー ジ〉に照 射 し、1、2、4、8の各 時間 後 にtotalRNA
(10μg)を 抽 出 し て 磁 二r励ヲ の 発 現 変 化 を























磁 割茄 ヲ遺 伝子 の ア ンチ セ ンス
お よび セ ンス(コ ン トロ ー ル)
鎖DNAプ ロー ブ を用 い、L2、
L4に つ い て はwholeを、成 虫 に
つ い て はwholeと切 り出 した生
殖 腺 を用 い て発 現 部 位 を検 出 し
た(黒 色)。 また 、RNAiを行 っ
た24時 間後 の10個 体 にお い て
は 、 そ の発 現 が ほ と ん ど検 出 さ
れ な くなる 。
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2、減数分裂過程 にお ける6われ茄・1の機能解析
磁rz励一1遺伝子 の機能 を調べ るために、RNAin七erfbrence法を行 った。2本 鎖RNA
(dsRNA)をインジェクションした雌雄同体の成虫(10)から産出 された次世代(F1)は多数が
見かけ正常な成虫にまで成長 したが、その後代(F2)の卵は100%胚発生初期で致死 となり、




減数第一分裂 の進行 に伴 い特徴的な染色











































常 とな り、受精後の体細胞分裂の開始 に伴っで染色体がむ りや り引き離 されるこ とによっ















図60θ7(茄 一1RNAiお よ び
0θ一〇ゐ左一2RNAiによ るパ キ テ ン
核 の対 合へ の 影 響
図70θ7肋 一ノRNAiに よっ て
生 じるデ ィプ ロ テ ン とデ ィア キ











A)wildtypeの4細胞 期 の卵 とDAP工
染 色 に よ る 染 色 体 像(青)、
B)0θ?(茄・1RNAiF2致死 卵 にお け
る卵 とDAPI染 色 像 、C、D)A、B,
そ れ ぞ れ の の 四 角 の 中 の染 色 体 を拡
大 、E)Dの 中 の 矢尻 で示 した ブ リ ッ
ジ を拡 大 。 矢 印 は 断 片 化 した染 色 体
を示 す 。
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3、 エ ピス タシ ス解 析 に よる組換 え関 連遺 伝 子 の機 能解 析
cep一ｻ一/一 一/+一/一
相 同染色 体の対合 、切 命「励一1+R脳R脳X-r8y一 一 一
断 、 組 換 えの タ イ ミ ン グ,嵩
を 調 べ る た め に 、
0θ一司oo一ヱム0θ 一〇力左一2ミ
ュ ー タ ン トに お い て 窃:鋸 て一 論 青く澱
X-ray一 一 一
RNAiに よ る0θ ア励 一1 ぽ
の機能抑 制 を行 い卵 母
細胞 内 の染色 体像 を観
察 した。その結果、それ 図g
DNA二本切断導入の影響
そ れ ερo一刀 チ、 訪 左'2凶
ミ ュ ー タ ン トの 表 現 型
の卵母細胞内の染色体を観察した。

















α9rz励一ヱと α凋 ρo・刀 お よ び0θ ℃ゐ乱2の エ ピス タ シス 解析 とX線 に よ る
oθ一βρo・11と磁 ℃舷 ・2ミュ ー タ ン トの そ れぞ れ にoθrr励一1RNAiとx線 照射 を組
み合 わせ て 処理 した。X線 はRNAi処 理24時 間 後 に100Gyを照 射 し、24時 間後
か ら、0θrrdか1はα ヲー訪 左・2による対 合 と0θ一βρoヲ1による二本鎖 切断以 降で働 くと考 え ら
れ た(図9A・C、F・H)。ερo・刀 チミュー タ ン トにX線 を照射 す る と組換 えの開始 反応で あ る
DSBを 人為的 に導 入で き、5ρo-11の欠損が バ イパス され、卵 母細胞 内 に正常 な6対 の二価




の 生殖 腺 内 にお ける0θ7励 ・1mRNAの発 現 解 析
射す る と、再 び α∋rr必一1単独 のRNAi
にお い て見 られ た染 色 体 異 常 が 生 じた
(図9E)。この こ とはDSB導 入 後の相 同
組換 えに α∋rr勲一1が関与 してい るこ と
を意味 す る。訪 左烈 ミュー タン トにX
線 を照射 して も卵 母細胞 内 に観察 され る染色 体像 は12個 の一価 染色体 の ままであるが(図
91)、0θrr励・1の機能 も同時 に抑 制 した もの にX線 を照射 す る と卵 母細胞 内 に絡 まった よ
うな染色体 像が観 察 された(図9J)。0り一α弦 二2を抑 制 した状態 で も生殖腺 内 で α～7`茄一1m
RNAの 発 現 が認 め られ る こと(図10)、 姉妹 染色 分体 の接着 は保 たれ てい るこ とか ら、
c澱診矛ミュー タ ン トにおいて放射線 照射 に よるDSBは0θ 翌茄 一1が関与 して姉妹 染色 分体
間の相 同組 換 え修復 に よって効率 よ く修復 され た と考 察 され る。 よって、(弛ア励 ヲ は相同
染 色体 間で の組換 え と姉妹 染色分 体 間で の相 同組換 え修復 との両 方 を触 媒す る機能 を有 す
る と考 え られ た。 また 盈左②ベ ユ ー タン トと0θア幽 ヲ の機能 を同時 に抑 制 した もの では、
12個の一価 染色体 の ままであ るこ とか ら、訪左野 ミュ「 タ ン トで は対合 が形成 され ないの




線虫の雌雄同体には大 きく発達 した1対 の生殖腺が
存在 し、成虫になる と卵母細胞形成のための減数分裂m忙。tic撃ei
前の体細胞分裂か ら減数分裂 を経 て自家受精後の初期







10%の艀化率 とな り、9割 の卵が致死であるのに対 し
4一 一『8 -24時間
轍 謙卸









て、8から22時間後では95%以上の艀化率 を示 し、パキテン期の核が放射線 に超抵抗性 を
示すことが明 らかになった(図 工2)。次に、X線 に比べDNAに 広範囲な欠失を与 える重イ
オン線 を照射 したところ、同様にパキテ ン期の核が抵抗性 を示 した。 また、アポ トーシス
を起 こさないoθナ3変異株 も同様 にパキテ ン核がX線 照射 に対 して超抵抗性 を示 したこと
は、 ダメージを受けたパキテ ン核がアポ トーシスによって取 り除かれることで見かけ上の
抵抗性を示 したわけではないことを意味 した(図13)。DAPI染色 により生殖細胞の染色体
を観察す ると、照射後の時間経過 とともに、減数分裂前複製 を行 っている核では放射線に
よる損傷 を修復で きず にアポ トーシスが誘導 され異常な核が増 えたのに対 し、照射時 にパ



















































































































図14X線 お よび 重
イ オ ン線(愈)照射4時
間後 と24時 間後 の 生
殖 腺 の 減 数分 裂 前 複 製
領 域(mitOtiCregiOn)




磁rr励一1RNAiを行 った24時間後の当代 においては、そのmRNA発 現 をほぼ完全に抑
制 し、既存 の酵素 タンパ ク質由来の活性だけで減数分裂 を進行 させる状況下(部 分的な抑
制)に あることがこれ までの実験で明らかになっていた。そこで、減数分裂細胞の放射線
抵抗性 と組換 え酵素発現 との関係 を明 らかにするために0θ7融ヲの部分的な抑制条件下で






因性のDSBの 損傷 を効率 よく
修復 で きるのだ と考察 された。
また6b訓訪一1は、体細胞分裂



















図156bれ 幼 ・!!勉ゴ・51の発現 抑
制 とX線 感受 性
RNAiに よ り0θ7励 ヲ々 ヨゴー 51遺
伝 子 発 現 を部 分 的 に抑 制 した 成
虫 に、20GyのX線 を照射 した場
合(+)としな い場 合(一,コ ン トロ
ー ル)の 、照射 後0か ら8時 間 に
産 まれ た卵 と8か ら24時 間 に 産




本研究による機能解析から、線虫において1種類 しか存在 しない1θ副 様遺伝子、0θ7励一!
が減数分裂時の相同組換 えに必須 であ り、その発現抑制において減数分裂過程の染色体 ダ
イナ ミクスに異常が生 じることが明 らか となった。また0θ割茄一1は減数分裂細胞ならびに
体細胞 における姉妹染色体 間での組換 え修復 にも関与する可能性が強 く示唆 された。 よっ
てこの遺伝子が 丑345ノお よび刀"01洗加 ノ5の両方の機能をもつ可能性が考えられ、真核生
物 における!θ副 様遺伝子の分子進化 を考 える上で非常 に興味深い遺伝子であるといえる。
減数分裂時の相同組換 え過程は、組換 えの結果であるキアズマによ り減数第一分裂 まで
相同染色体 を繋 ぎ止 め、配偶子に正 しい染色体セ ットを分離分配するために必須の過程で
ある。それ とともに、減数分裂過程において相同組換えを行 っているステージの細胞が外
因性のDNA切 断 をも効率 よく修復で きることは、今まで子孫の遺伝的多様性 を高めるため
の生物戦略の一つであると考 えられがちであった減数分裂時の相同組換 えの もう一つの役
割、つ まり親個体 において生 じたランダムなDNA損 傷 を最 も正確な修復機構である相同的
な組換 え修復機構により、できる限 り損傷のないDNAへ と修復 して配偶子に伝 えるという
役割を担 うものであるとも考 えることができる。
酵母やマウスでは組換 え酵素の発現が相 同染色体の対合形成 に必須である。 しか し、線
虫においてはシ ョウジ ョウバエ と同様 に組換え酵素の有無 には関係な くシナプ トネマ構造
が形成 されたことか ら、染色体の対合形成の制御 に組換 えは必要ではない と思われる。近
年、酵母や線虫など様々なモデル生物 を用いた分子遺伝学的な研究の目覚 しい進展により、
減数分裂過程の染色体 ダイナ ミクスの分子 レベルでの飛躍的な解明がなされつつある。 し
か しながら依然、シナプ トネマ構造 を含む染色体の分子構造や相同染色体 の認識機構、こ
れ らダイナ ミクスの制御機構 など謎は多 く、今後 も引 き続 き大変興味深い研究対象の一つ
といえる。
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論 文 審 査 結 果 要 旨




ナ ミクス と相同組換えに関わる大腸菌rεcA様遺伝子(Cθ一励4)の 発現 と機能の解明,な らびに減数
分裂細胞の放射線などによる外因的なDNA損傷の影響について解析 した。
これ まで真核生物の酵母 植物,ヒ トな どにおいて見いだ されてきたrεcA様遺伝子には,体 細胞
でのDNA損傷の組換え修復 と減数分裂時の相同組換 えの両方に機能するRAD51タイプと減数分裂特
異的に機能するDMC1況〃15タイプの少なくとも2種類の存在が,本 研究の進行 と並行 しながら他の









察 された。また,減 数分裂期の相同組換えの初期DSBを触媒す る3po一〃 遺伝子 との遺伝的なエ ピス
タシス解析,な らびに放射線照射実験などと組み合わせることにより,Cθ一励 一1はDSB以降の組換え
過程に必須で,相 同染色体間での遺伝子組換 えと姉妹染色分体間での相同組換 え修復の双方を担 うこ
とを証明 した。
これ らの実験を進めた過程で,本 研究者は,相 同染色体間での対合が形成 され る減数分裂パキテン
期の細胞が,X線 や より高エネル ギーを持つ重イオン線などの放射線照射に対 して,超 抵抗性である
ことを明らかに した。そ して,こ の超抵抗性が,Cθ一繊 一1遺伝子を含む減数分裂期の相同組換えに関
わる酵素群の高発現に起因することを証明した。
これ らの研究成果か ら,減数分裂時の相同組換え過程は,(1)組換 えの結果であるキアズマによ
り減数第一分裂まで相同染色体を繋 ぎ止め,配 偶子に正 しい染色体セ ットを分離分配するために必須
の過程であること,(2)線虫においては相同染色体間での対合形成には必要ないこと,(3)外因性の
DNA切断の損傷 を効率 よく修復できる過程であることを明 らかに した。 さらに,線 虫では一種類の
鷹A様 遺伝子だけで,これ ら組換 えと修復の両過程が行われることを示 した。
以上,減 数分裂過程における染色体ダイナ ミクスと相同組換えに関わる線虫C8一π1乃一/遺伝子の発現
と機能に関する新事実の解明か ら,真核生物の ハε副 様遺伝子の分子進化に一石を投 じるとともに,こ
れまで子孫の遺伝的多様性 を高めるための生物戦略の一つであると考えられがちであった減数分裂組
換えは,親 個体において生 じるDNA損傷 を最も正確な相同的組換えによ り修復 し,正確なDNAを配
偶子に伝える役割を担 うとい う新たな提案へ と発展 させた。上記の業績か ら審査委員一同は,本 研究
に博士(農 学)の 学位を授与するに値するもの と認定 した。
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